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(57) Abstract 

A DNA of approximately 5 KB, associated with non-A^ion-B hepatitis, process for the production of same accord- 
ing to known methods, and application of said DNA or of fragments of same in the diagnosis of non-A^ion-B hepatitis, as 
well as in the synthesis of proteins for the generation of immunological reagents to detect non-A^non-B hepatitis or to pro- 
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(57) ZnsammenfassQng 



Eine Non-A,Non-B-Hepatitis assoziierte DNA von etwa 5 KB, cin Verfahren zur Herstellung derselben nach an sich 
bekannten Methoden und die Verwendung dieser DNA oder von Fragmenten da von zur Diagnose von Non-A,Non-B-He- 
patitis sowie zur Synthese von Proteinen zur Erzeugung von immunologischen Reagentien fur den Nachweis von Non- 
, A,Non-B- Hepatitis oder zur Erzeugung von Vaccinen. Die DNA und Fragmente derselben konnen geklont und auch in 

* geeignete Vektoren eingesetzt werden, um Virusexpressionsprodukte zu liefern. 
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Virusantigen, Verfahren zu seiner Gewinnung und Anwendung 
in Diagnose und Therapie (Impfstoff) 

Non-A, Non-B-Hepatitiserkrankungen sind in der Literatur 
ausfuhrlich und zahlreich beschrieben. Ebenso bekannt sind 
aber die Schwierigkeiten der Erfassung des NANBH-Virus und 
Nachweis der Krankheit. 

Es wurden nun aus dem Stuhl von Non-A, Non-B-Hepatitis- 
patienten Partikel isoliert und beziiglich ihres Molekular- 
gewichts und ihrer Beschaf f enheit charakterisiert sowie 
ein Nachweisverfahren auf das Vorhanden sein solcher 
Partikel -gefunden und der Nachweis dieser Partikel zur 
Diagnose des Vorliegens einer Non-A , Non-B-Hepatitis bei 
leberkranken Patienten angewandt. 

Aus den aus dem Stuhl isolierten Partikeln wurde DNA isoliert 
und nach herkommlichen Methoden kloniert- Die so erhaltenen 
klonierten DNA-Strange wurden zura Nachweis des Vorliegens 
hanoioger Oder sehr ahnlicher DNA wiedexum im Stuhl, Serum, Lebergewe- 
be und Korperflussigkeiten von leberkranken Patienten verwendet, bei 
denen auf diesem Wege eine Non-A, Non-B-Hepatitis mit hinreichender 
WahrscheinlichJceit diagnostiziert werden kann. 

Die Erfindung betrifft also zusammengef aflt die Isolierung 
Non-A , Non-B-Hepatitis-assoziierte Partikel, deren DNA sowie das 
Klonieren von DNA und die Verwendung sowohl dieser Partikel 
als auch der erhaltenen DNA-Klone zur Eingrenzung von Leber- 
erkrankungen auf das Vorliegen einer Non-A, Non-B-Hepatitis. 
Weitere Aspekte der Erfindung liegen 

in der !*Hta*icklung von erweiterten Nachweisverfahren und 
schliefllich auch Impfstoffen auf Basis der zu erhaltenden 
Antikorper und durch Synthese synthetischer Peptide mit 
der Sequenz der Partikel, die diesen Virusproteinen ent- 
spricht und die sich aus der Sequenz der klonierten DNA 
vorhersagen laflt . 



Aus den Stuhlproben Non-A, Non-B-Hepatitis erkrankter Patien- 
ten wurde eine Substanz isoliert, die sich signifikant ge- 



WO 88/06184 PCT/EP88/00123 



-2- 



10 



15 



20 



25 



30 



hauft l» stuhl solcher Non-A- Non-B-Hepatitis-Patienten 
findet, dagegen bei gesunden, sowie bei Patienten mit Leber-' 
erkrankungen anderer Genese in signifikant geringerem Aus- 
mafl findet. Bin Verfahren zum Nachweis dieser Substanz wur- ' 
de entwickelt, worin Polys tyro Ibeads ait verdunntem Serum 
von Non-A, Non-B-Hepatitis-Rekonvaleszenten beschichtet wer- 
den. Die gewaschenen beads werden dann mit einer 10 %-igen 
Stuhlsuspension eines zu -untersuchenden Probanden inkubiert, 
*obei evtl. vorhandene Non-A -Non-B-Hepatitis assoziierte 
Substanz an die in dem Rekonvaleszantenserum enthaltenen, 
an die Polystyrolkugeln gebundenen AntikSrper gegen diese 
Substanz bindet und so. immobilisiert wird. Die Bindung der 
Non— A, Non-B-Hepatitis assoziierten Teilchen kann nachgewie- 
sen werden durch Bindung von menschlichem IgG wiederum aus 
Rekonvaleszentenserum von Non-A- Non-B-Hepatitis-Patienten 
das nit Jod 125 radioaktiv markiert ist. Bei Vorliegen der' 
Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz im stuhl des 
Probanden wird radipaktives Immunglobulin an diese gebunden 
und das entsprechende Signal zum Nachweis verwendet. 

Bei Verwendung dieses Nachweisverf ahrens fur die Hepatitis - 
Non— A- Non-B-assoziierte Substanz in groSen Kollektiven von 
Patienten mit Lebererkrankungen unterschiedlicher Genese 
zeigte es sich, dafl diese Substanz hochsignif ikant gehauft 
be, Patienten mit gesicherter Hepatitis Non-A, Non-B im 
Stuhl nachweisbar ist (.. Tab eiie 1). Bei Patienten mit an- 
deren Lebererkrankungen, bei denen eine Non-A, Non-B-Hepati- 
tis eher unwahrscheinlich ist, die teilweise in ihrem kli- 

ZTu B1 ^J 6 ^ 011 6iner akUten ° d « ^^laufenen Non-A, 
Non-B.Hepat.txs ahneln konnen, insbesondere auch bei Pat en- . 
ten mit einer akuten unabgeiauf enen Hepatitis A Oder B fand " 

Hepat ltls -assozxierte Substanz (s. Tabelien 2 und 3). Hie- 
raus ergibt sich, daB das Vorl iGgen dieser Substanz einen 
GeUtliChen Hin '-' eiS ^ ^lo,ie einer zunlchsc unbe- 
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kannten, entzvjndlichen Lebererkrankung liefern kann, und daB 
der Nachweis dieser Substanz daher eine Untersuchung von ho- 
hen diagnostischem Wert zum Nachweis oder Ausschlufl des Vor- 
liegens einer Non-A, Non-B-Hepatitis liefern kann. 

Die mit der Non-A, Non-B assoziierte Substanz weist somit 
eine hone Affinitat gegeniiber menschlichen Iraraunglobu linen 
und Fibronectin sowie dessen nicht kollagenbindenden Spalt- 
produkten auf. Die Bindung an Fab-2- 

Bruchstucke aus dem IgG gesunder und Hepatitis Non-A, Non-B- 
rekonvaleszenter Personen spricht gegen eine unspezif ische 
Bindung der assoziierten Substatnz an dem Fc-Teil der Imraun- 
globuline. Die hohe Affinitat gegeniiber Fibronectin und dessen 
nicht kollagenbindenden Spaltprodukten ist eine Eigenschaft, 
die diese Substanz mit antigenen Proteinen anderer Viren ge- 
meinsam hat (Seelig und Mitarbeiter 1983). 

Behandlung mit organischen Losungsmitteln (Chloroform, Ather) 
und mit Hitze (70°C, 10 min.) zerstort die Bindungsaf f initat 
der Non-A, Non-B assoziierten Substanz nicht. Wahrend die 
Verdauung mit Chymotrypsin, Trypsin, Elastase und Neuraminida- 
se keinen EinfluB auf die Bindungseigenschaf ten der Substanz 
zeigt, fiihrt die Verdauung mit Papain zu einem vol lstandigen 
und schnellen Verlust der Bindungsaf f initat. 



10 



15 



20 



25 



30 



Nach Zentrifugation bei 150.000 g, 2 Std. 
laflt sie sich im Sediment nachweisen und stellt sich nach 
72-stiindiger Laufzeit bei einer Dichte von 1,3 (1,29 - 1,3 2) 
g/ml Casiumchlorid ein. Nach Auftrennung der bei 1,30 g/ml 
Casiumchloridbandenden Fraktion iiber eine Gradienten-Poly- 
acrylamidgel-Elektrophorese werden in der Silberf arbung 
menrere Bande unterschiedlic.hen Molekulargewichts dargestellt. 
Nach Transfer auf Nitrocellulose lassen sich im Western-Blot 
mit radioaktiv markierten IgG und Fab-2-Fragmenten von Non-A, 
Non-B Hopatitis-Patienten und gesunden Probanden B^nce dar- 
35 stellen, die bei Extraktion gesunder Kontrolls tiihle nicht 
auftreten. Insgesamt werccn 4 Bandcn dargestellt, =wei gut 
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sichtbare Hauptbande mit einesi geschatzten tolekulargewicht von ca. 
64.000 und 56.000 scwie zwei schwachere Bande mit einem geschatzten 
Molekulargewicht von 51.000 und 43.000. Die Banden rait Fab-2- 
Bruchstiicken sind schwacher und zeigen einen hoheren Back- 
ground. Die Auftrennung von Rohstuhlkonzentraten ohne 
Casiumchlorid-Reinigung nach SDS-Page und Blotting zeigten 
in positiven Stuhlen die beiden Hauptbande rait einera unge- 
fahren Molekulargewicht um 60.000. 

Bei weiterer Analyse der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten 
Partikel lieQ sich DNA isolieren und mit herkomml ichen Metho- 
den in Fragmenten klonieren. Diese klonierten DNA-Fragmente 
aus dem Stuhl von Non-A, Non-B-Hepatitis-Patienten konnten 
als DNA-Sonden fur die Ontersuchung des Stuhls, Serums, Leber- 
15 gewebe und Korperf lussigkeiten sowie Blutkonserven und Plas- 
maderivaten anderer Patienten mit Verdacht auf das Vorliegen einer 
KOn " A ' Non-B-Hepatitis verwendet warden. Mit den Itlassischen Hybridisie- 
rungsverfahren laflt sich so zeigen, ob in den unbekannten 
Stuhlen- DNA vorliegt, deren Sequenz der Non-A, Non-B-Hepa- 
titis-assoziierten DNA der erhaltenen Klone so ahnlich ist, 
dafl sich ein Hybridisierungssignal zeigt. Mit diesem weite- 
ren Nachweisverfahxen fur Hepatitis Non-A, Non-B-assoziierten 
DNA-Sequenzen konnten dann Pro ben von Probanden unter- 

sucht wexden auf das Vorliegen von Non-A, Non-B-Hepatitis- 
assoziierter DNA. Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, daB 
es sich bei der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz 
um ein Viruspartikel handelt und dafl es sich bei der isolier- 
ten DNA-Sequenz um eine Sequenz einer Virus-DNA handelt, wie 
das AufschluBverfahren einerseits und andererseits die Se- 
quenz seibst zeigen. 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindu 



p.q , 



Beispiel I 



Isoiierang der Hon-A-Non-B-Hepaeicis assoz iierzer. Sab.cans 
aus ?a t i or. - oris cuh 1 . 
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Verv/endeter Puffer : Tris-HCi, pH 7,4: 0,05 N in alien Arbeitsschritten 

a) Aufarbeituno; 0,5 g Stuhl werden in 10 ml Puffer suspendiert, bet 8.000 g 
zentrifugiert und der Oberstand gesammelt. Der Ruckstand wird noch 
einmal mit 10 ml und anschlieGend mit 5 ml Puffer ausgewaschen. Die 
gesammeiten Uberstande werden zentrifugiert (30 min., 10,000 rpm) und 
durch ein bakteriendichtes Filter filtriert (Mlllipcce 0,22 uml Der Ober- 
stand wird mit PEG 6000 (Endkonzentration 10% fcw. 0,4nnl/l) prazipi- 
tiert. Nach mindestens 2 und hochstens 12 Stunden wird das Prazipitat 
abzentrifugiert und in 10 mi Puffer geiost. Diese Losung wird mit 10 ml 
Freon ausgeschuttelt, die Phasen durch Zentrifugation getrennt, die 
Freonphase noch einmal mit 5 ml Puffer gewaschen. Die Fallung mit PEG 
und NaCl (Endkonzentration 10% haw. 0,4 nnl/1 ) wird wiederholt, das 
Prazipitat in ca. 800 ul Puffer aufgenommen. 

Die so erhaltene Losung wird mit RNase und DNase 1 Std. bei 37°C 
verdaut (800 ul PEG-Prazipitat in Tris-HCi-Puffer, pH 7,6; 0,05 M; 2.800 
U RNase und 1.500 U DNase, proteasenfreie Praparationen, Boehringer). 
Isolierungen, die nicht zur Extraktion von DNA dienen, konnen ohne diesen 
Schritt durchgefuhrt werden. 

Nach Verdauung mit DNase und RNase wird das Inkubat auf einen 
Casiumchlorid-Gradienten gebracht. 

b) Isoiierung der Non-A, Non-B assoziierten Substanz uber einen Casium- 
chiorid-Gradienten. 

Die Zentrifugenrohrchen werden mit 1 ml Casiumchlorid-Losung mit einer 
Dichte von 1,4 g/mi gegeben und mit je 3 mi Casiumchlorid von einer 
Dichte von 1,3 g, 1,25 g und 1,2 g/mi uberschichtet. Alle Casiumchlorid- 
Losungen werden mit dem oben genannten Puffer hergesteilt, der Gra- 
dient wird mit 800 ul Stuhlextrakt uberschichtet, die Zentrifugationsdauer 
betragt 65 - 72 Stunden, Temperatur + 10°C, rpm 31.000. Nach Beendi- 
gung der Laufzsit wird der Gradient im unteren Bereich (Dichte 1,2 - 1,4) 
in Fraktionen von ca. 200 ui gesammelt, im oberen Bereich Dichte U - 
1,2 konnen groGcre Fraktionon encnommen v/erden. Die Dichte jeder 
Fraktion wird durch Messung des Brechnunasindex bestimmt. Alle Fraktio- 
non werden aucgicbig gcgon Puffer diolysiert und 50 p\ jeder Fraktion in 
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1 NANB-Assay auf Non-A, Non-8 assoziierende Substanz untersucht. Von 

den positiven Fraktionen wird die EiweiGkonzentration nach Lowry be- 
stimmt. 

5 

Verifizierung und Charakterisierung der Substanz 
c) Hersteilung einer Gradienten-Page 

Zwei Losungen mit verschiedenen Acrylamidkonzentrationen werden 
1Q durch einen Gradientenmischer zu einem Iinearen Gradienten aufgeschich- 

tet. Die Losung mit der hoheren AA-Konzentration enthalt auOerdem 15 
% Saccharose, urn Turbulenzen zu verhindern. Ansonsten sind die Losun- 
gen zusammertgesetzt wie bei LAEMMLI (1970) beschrieben. Dies gilt 
auch fur das Kammgel. 

Die dialysierten und evtl. eingeengten Fraktionen des Casiumchlorid- 
Gradienten werden mit 10 ^1 SDS, 10 ^il Glycerin und 5 fii beta- 
Mercaptoathanol, 5 pi Bromophenolblau pro 100 ^jl Probe versetzt und 3 
Min. im Wasserbad gekocht. Danach werden sie mit 5 pi 0,l%igem Pyronin 
20 versetzt und auf das Gel aufgetragen. Laufzett 3 1/2 Stunden, Spannung 

160 - 300 V, Stromstarke 40 - 25 A, Leistung 20 W. 

Ca. 5 Miru vor Ende des Laufes wird noch einmal 5 pi Pyronin aufgetragen 
und der Lauf beendet, sobald Pyronin das Kammgel durchlaufen hat. 
25 Das Gel wird entweder mit Silber gefarbt (WRAY und Mitarbeiter 1981) 

Oder ein Western-Blotting durchgsfuhrt (TOWBIN und Mitarbeiter 1979). 
Das Blotting wird uber Nacht bei 0,5 A, anschlieOend 1 Std. bet 1 A 
durchgsfuhrt. 

30 d ^ Behandlung von Western-Blots 

Nach Beendigung des Blotting warden die verschiedenen Streifen (on den 
Pyromnmarkierungen kenntlich) ausgeschnittcn und mitaefuhrte Moleku- 
largewichtstandards mit Amido schwarz gefarbt. Probenstreifen werden 
24 - 72 Stunden in ir ol ger Gelatine PSS-Losung geschuttclt. Die IaC- 
Frnktion einec Patienten bzw. die Fab-2-Fragmente dioser IgC-Fraktion 
werden mit Jod 125 CChlorom.n T) markiert: 0,5 mCi auf ICQ ua Protean 
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Oabei werden etwa 70 % der Aktivitat inkorportert. Der Tracer, dessen 
Volumen ca. 2 ug Protein entsprechen sollte, wird in 20 mi Gelatine/PBS 
verdunnt und damit die Streifen 12 Stunden unter Schiitteln inkubiert. 
Danach werden die Streifen je 1 Stunde 3 x mit Gelatlne-PBS, 2 x mit 
PBS-Tween 0,5 % und 1 x mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen der 
Streifen werden diese auf einen empfindlichen RSntgenfilm aufgelegt und 
bei -70°C 2-7 Tage exponiert. 
Beispiel 2 

Nachweisinethode fur HNANB-assoziierte Substanz im Stuhl 
Polystyrol Beads (PlasticbaU company, Chicago) wurden rait 
Serum von rekonvaleszenten Patienten mit Non-A, Non-B-Hepa- 
titis in einer Verdiinnung von 1:200 in Carbonatpuf f er, pH 
9,2, 0,01 Mol/l, 12 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die so beschichteten beads wurden mit 
phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) 
ausgiebig gewaschen. Die Stuhlproben wurden in Form einer 
10 %-igen Stuhlsuspension (g/v) 2 Stunden bei 37°C mit den 
wie oben geschichteten Polystyrol Beads inkubiert, danach 
ausgiebig mit PBS, die 0,5 % Tween 20 ent- 
hielt, gewaschen und danach 1 Stunde mit humanem IgG aus 
dem Serum von Rekonvaleszenten von einer Non-A, Non-B-Hepa- 
titis, das mit Jod 125 markiert war, bei 37 »C inkubiert." 
Nach neuerlichem, ausfuhrlichem Waschen mit destilliertem 
Wasser wurden die an die Beads gebundene Radioaktivitat in 
einem Gamma-Counter ausgezahlt. Stuhlproben, bei denen' die 
gebundene Radioaktivitat den dreifachen Wert der Negativ- 
kontrolle erreichte, wurden als positiv fur das Vorliegen 
der Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz befunden . 
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Jede der beigefiigten Tabellen 1 bis 4 wurde 'vie oben be- 
schrieben erstellt und nach den angegebenen Kriterien aus- 
gev/ertet. Es wurde festgescellt, da<3 gema.3 Tabslle 
1 bei Patienten einer gesicherten Non-A, Ncr.-B-Hepati tis 
diese Substanz in einen crofien Prozcntsa:: der Falls gecun- 
35 den wurce , 

da.3 cemai Tabslle 2 bei Verwer.dur.c di=« e n--,-,..- . • 

— — — -*3U'. ,i — 17 C i S O 

Nor. -A , Mer.-3-Hapasitis-asscziisr-a dubsca.- = bei eir.sm 
?atier.:e.-. kollektiv -i; e i Rsr vieizahl vo - .- an: unc2r - 
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schiediichen Lebererkrankungen, die aber nichts « it eln-r 
Non-A, Non-B-Hepatitis zu tun haben, die Substanz , wenn " 
uberhaupt, nur in sehr niedrigen Prozentsatzen gefunden wird. 

Tabelle 3 zeigt, daB man vahrend der Untersuchung von 

Patientenkoiiektiven mit Hepatitis anderer Genese, also 

entweder Hepatitis A oder Hepatitis B zu eine* sehr niedri- 

gen Prozentsatz die Non-A, Non-B-assoziierte Substanz fin- 
aet . 



10 



Es „t festzustellen, daB man bei den Non-A, Non-3-Heoatitis- 
Fallen praktisch inuuer, also fast 30% positive Befunde hat, 
woh^gegen bei den Hepatitis A, Hepatitis A-Verdacht, 
15 Hepatitis B und Posthepatitis B Patienten die Zahlen erhe- 
iich niedriger liegen. 

Die relative hohe positive Anzahl fur die Substanz bei 
chronischen Hepatitis B -Patienten laBt vennuten, daB es 
20 sxch urn eine Doppelinfektion it Non-A, Non-B und Hepatitis 
B handelt. 



25 



Tabelle 4 zeigt folgendes: Sine Untersuchung an E^fangern 
m lt einer Bluttransf usion, die orinzipiell als RisI ko - 
Patienten zu gelten haben, we il bei Blutransf usionen hauf<« 
" N ° n - A ' N — B -«^ti t is Infektion eintritt. Es handed" 
sicn eine prcspektive Studie. 
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denen, die eine ganz raanifeste Hepatitis haben, in ub 
70 % der Falle diese Substanz nachweisbar ist. 



er 



Beispiel 3: Isolierung von DNA aus dem Stuhl und Klonierung 
5 von DNA-Sequenzen und deren Einbau in entsprechende Vektoren. 
Ei.ibau cieser DKA in Klonierungsvektoren. 

Aus dan Stuhl von Patienten mit Non-A, Non-B-Hepatitis warden, wie in Bei- 
10 55,161 1 beSChrieben ' Non_A ' ^n-B-Hepatitis-assoziierte Partikel isoliert 
und, wxe dort beschxieben, mit RNAs und DNAs behandelt und iiber einen 
Casiumchlorid-Gradienten gereinigt und ausgiebig dialysiert. Die dialy- 
saerten Fxaktionen warden auf die oben beschriebene Art auf die Anwesen- 
heit von NANB-assoziierter Substanz untersucht. Die Fraktion 

15 * e 7. iChte 1 ' 3 9/ ^ "-^loridgad^ten wurde mit 

50 .^rogramm Proteinase K, 1 ■% S DS and EDTA in einer End- 
konzentration von 10 mM/i 6 Stunden bei 37'c verdaut 
Proteine wurden durch ExtraJction-.it 80 %-igem Phenol 

(Gewicht/Volumen) und Chloroform entfernt, und daraufhin 
2Q die ln der wassrigen Phase geloste DNA in Gegenwart von 

0,3 Mol/1 Natriumacetat mit einem zweieinhalb-f achen Volu.-r.en 
an Athanol fiir 60 Stunden bei -70'C gefalit. Danach wurde 
zentriruciert und das Sediment einmal mit 70 Wge-n Stl— 

^ T..S, 3,0, una 1 mmol/1 EDTA, in einem Volum.nv.rh5l t- 

nxs von einem Microliter/ 5 mg auf gearbeitetem Stuhl 

aurgenc.-T.en. ' 



30 



- ; ,x-:r=ir,er cieser DKA-Stoiosung warden in eir.em Gesamc- 
re^ioMvoiucen von 50 Microliter mit 6 Einheiten Klencw- 
-ol;,,era3e. (^-Polymerase I, grcOes Fragment, 1 Mi .kro- 

U ' 2r ein9r I-csur.c von ciAT? , dTT n un- rrn 
einer Kcr.re- zratic 
2 ? — 



von I m.M/i, sowie 5 Microliter alpha- 



;3.000 Ci/r^ol, 10 sCi/m} is, Inkubacicnspuffcr 

i C'. r ,C'.'.'~ ?CI cfl n ^ /— *— * ~ M * 

... n_c.. _ er ,,nca2on des ricrscci lers 

r:r.:cr, •.]-,--;.-;_» ; - t . , 



WO 88/06184 PCT/EP88/00123 



-10- 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Danac h wurden 2,5 XUrouur einer 1 dCTP-Losunc =u- 

gegeben unc die Probe eine weitere stunde bei Zi^erte^e- 
ratur ^u D1 ert. Nach Inaktivierung des Enzyms durch Erh<c- 

mxt 2 Elaa.it. n T4-DNA-Ligase, 1 .Mikrogranm phosohorviier-.e- 
EcoR-I-Linker und 6 Microliter 10 m*i ATP-Losunc fur 'l6 Stun- 
den bei 16«C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde danach 
auf eine Endkonzeatration voa 150 mMoi/i Naci eingestell- 
und it 240 Einheiten EcoR-I Restriktionsendonuclease (30 
Einheiten/Mikroliter) 3 Stunden bei 37 'c verdaut. Die Reak- 
tioa wurde durch Zugabe von 5 Mikroliter 80 Wge* ?henol 
und 1 Mikroliter 20 Wgem SDS gestoppt. Die radicaktiv mar- 
kxerte und nit Liakem versehene DNA wurde von Sale und 
meat legierten Linkem iiber eine Sepharose 4B-CL-Saule 
(3 ml Sauienvolunen,. 25 cm Lange) abgetrennt und mit 2,5 
Volumina Xthanol 16 stunden bei -70<- C gefallt. Die orSz^- 
tierte DNA wurde 10 Min. bei 14.000 g zentrif ugxer-/ undVs 
Sediment bei 150 Mikroliter 70 %- ige m Alkohol gewMchen# ~ ae _ 
trocknet und in 10 Mikroliter TE-Puffer auf gencn^en . 

iSOlie — DNA in lambda-Phagen and 
Transfektion auf Bakterien. 

Zur Ligation mit der Vektor-DNA wurden 2 Mikrcgrazrt DIIA des 
Phagen-lambda 1149 mit 2 Einheiten EcoR-I (4 E/Mikrclite^, 
in ernem Gesamtreaktionsvolumen von 6 Mikroliter C^ub- 
tionspuffsr nach Angabe des Enzymherstellers (Boe^nce* 
Mannheim) 1 stunde bei 37«c inkubiert. Dar.n wurde das" E n=v* 

durch 10-minutices Erhi tzen -m^ cn°r - ' 

.w*.en au^ 6 3 c maktiviert . D^se T 

sung wurde mit 3 Mikroliter markierter DMA , die w^"i r 
gen Beispiel beschrieben, isoli ert wurde, 1 MifcroLter 5 ~r 
AT? und 1 unit T4-D-JA-Hgaa. bei Rauatama.r^.- i«e<«r- " ' ' 
4 Mikroliter dieses R.aktioasanaatze» wurden in l^bda-^- 
genhuiion verpackt (untar Verwendung eiaes for—,. u er l->. 
hungsexcrakts der Fir.a Ci ?a -p ach , veccor-cloninc ^vsce^. 
:, - Z Ci ~ son 7er "- c: "" n ? hac en wurde dor Escherichia ----- , 
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1 NM 514 inf iziert. 2u.ti screening auf das Vorhandensein eir.ge- 

bauter DMA wurden ca. 10 3 "plaque forming units" auf 22 x 22 
cm screening plates der Fiaa Nunc ausplattiert und iiber 
Nacht bei 37°C inkubiert. Phagen-DNA wurde auf Nitrozellu- 

3 losefilter durch Abklatsch iibertragen und die so erhaltenen 

Abklatschf liter wurden rait 1 Mikroliter der oben be- 
schriebenen radioaktiven DNA Staramlosung geraafl Maniatis et al. 
(1982) hybridisiert, gewaschen und 6 Std. bei 70 "C autoradiographiert. 



10 

Von 70 positiven Hybridisierungssignalen wurden 17 zugeord- 
nete Phagenkolonien in einer Dichte von ca. 5 Plaques pro 
cm ausplaziert. Nach plaques purification nach BENTON und 
DAVIS (1978) wurden von den schliefllich erhaltenen 16 
15 positiven Plaques Lysate hergestellt. Mehrere dieser Phagen 
enthielten DNA-Inserte in einer Lange zwischen 0,3 und 
etwa 1,5 KB, die mit einer Probe der urspriinglichen DNA- 
Stammlosung hybridisierten. 

20 Belspiel 5; Charakterisierung eines DNA-Fragmentes von 0,45 KB 

und Subklonierung dieses Fragmentes in einem Plasmid PUC 19 
in Escherichia coli. 

Das DNA-Fragment wurde durch Verdauung mit entsprechenden 
25 Restriktionsendonucleasen (EcoR-I) unter den oben bereits 

beschriebenen Bedingungen aus dem der Phagen DNA entfernc, 
das Fragment dann auf Agarose Gel von der lambda-Phagen DNA 
getrennt und die dem Insert entsprechende DNA-Bande aus dem 
Gel ausgeschnitten und eluiert. Die solchermaflen isolierte Insert-DNA wird 
30 dann genau wie oben beschrieben, in Vektor-DNA PUC 19 hineinligiert 

und dann auf Escherichia colistarm DH 1 transf iziert . Nach 
Selektion von Bakterienstammen, die dieses Plasmid mit dem 
eingebauten Hepatitis Non-A, Non-B-DNA-Insert aufgenommen 
haben und vermehren wurde die Ziichtung dann durchgciiiiirc und 
35 wie bei T. Maniatis et al. 1982, in "Molecular Cloning, a 
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1 laboratory manual," beschrieben, aufgearbeitet. 

Das gleiche Insert wurde radioaktiv markiert 

und rait Southern -Analyse auf Hybridisierung" 
5 mit dem DNS-Ausgangsraaterial, DNS-Extraktionen aus Stuhlen 
von Kontrollpersonen, Hepatitis B-Virus-DNS und Escherichia 
. coli Piasmid PBR 322 gepriift. 
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Beispiel 6: Nachweisvon Non-A, Non-B-assoziierter DNA im Serum 



2 - 5 ml Serum werden bei 150.000 g 2 Stunden zentrifugiert. 
Das Sediment wird in 200 ul Proteinase K-Losung (0,5 rag/ml + 
10 mmol EDTA) bei 37«C 1 Stunde verdaut. Danach werden zu 
dieser Losung 165 ^1 einer heiB gesattigten Natriumjod Losung 

15 (2,5 g Natriurajodid/ral H 2 0, 75 «C) gegeben (Endkonzentration 
12,5 M) . Diese Losung wird 10 Minuten auf 90°C erhitzt und 
unmittelbar durch Nitrozellulosefilter mittels Vakuum 

filtriert (Dot-Blot-Apparatur, Schleicher + 
Schuli) . Nach der Filtration wird die Nitrozellulosefolie 

3 x rait 70%igem Rthanol gewaschen und darauf 10 Min. bei 
Raumtemperatur in 100 ml Essigsaureanhydrid (100 ml 0,1 M 
Triathanolamin + 250 ul Essigsaureanhydrid) inkubiert! Nach 
der Inkubation wird die Folie .ira Vakuum bei 80'C 1-2 Stunden 
gebacken. Die trockene Folie wird in Vorhybridisierungs losung 
gebracht und 3 Stunden bei 65 °C inkubiert (6 x SSC, 1 x 
Denhardt, 0,5 % SDS, 20 ug/ml Hitze denaturierte Herings- 
sperma-DNS entsprechend den Angaben in: Maniatis, Molecular 
Cloning, 1982). Mittels Nick-Translation ( sie he Maniatis, 
Molecular Cloning, 1982) mit 32P-raarkierte Probe " 

uber Nacht unter Prahvbri- 
disierungsbedingungen inkubiert. Danach wird die Nitrozellu- ' 
losefolie 3 x gewaschen (1) 6 x SSC, 1 x Denhardt, 0 , 5 s 
SDS, 20 /ag/ml Heringssperma-DNA, 2). 1 x SSC; 0,5 <i SDS 
i x Denhardt, 3) . .0,1 x SSC + 0,05 °> SDS) . Nach ' Trocknen 
35 der Folie wird diese auf einen Rontgenf ii* (Kodak X-Oraat) 
aufgelegt (Autcradiographiezeit 6 Stunden bis 2 Tage bei 



-"CO . 
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1 

Bei Seren mit hohem Gehalt an HNANB-Viren kann die Ankonzen- 
trierung von 2-5 ai Serum durch Zentrifugation entf alien urrl die Serai rech 
Proteinase-K-Verdauung entsprechend der Methode (Seelig et al. 
5 Klinikarzt 2/1985, Seite 86 ff) direkt auf Nitrozellulose 
aufgetragen werden. (s. Bsp. 7) 

Beispiel 7: HNANB-ONA-Nachweis im Serum 

1Q 200 ui Serum werden mit 75 ul Proteinase K-L5sung (Boehringer) (4 mg/ml) und 
25 ul 0,5 M EDTA bei 37°C 1 Stunde inkubiert. Das Inkubat wird mit 100 ul 1 N 
NaOH 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und mit 250 ul 2 M NH^OAc 
neutrallsiert. 500 ul des Ansatzes (entsprechend 181 ul Serum) werden auf 
Nitrozellulose aufgetragen (Dott-BIott-Apparatur Schleicher + Schiiil). Nach 
ig nochmaliger Neutralisierung mit 250 ul 2 M NaH^OAc werden die Filter in 
Vakuum bei 80°C 45 Minuten getrocknet. Die Filter werden in 6 x SSC*, 0,5 % 
SDS»*, 1 x Denhardt-Losung*** und 20 ul/ml Hitze denaturierter (5 Minuten, 
100 C) Heringsperma-DNA bei 65°C 3 Stunden prahybridisiert. Zur Hybridi- 
sierung die iiber Nacht unter Prahybridisierungsbedingungen erfolgt. wird das 
2Q durch Nick-Translation mit 32P-markierteti Inserts der Phagenclone 
verwendet (spezifische Aktivitat ca. 1 - 2 x 10 9 cpm/ug DNA). Die Filter 
werden danach jeweils einmal 20 Minuten bei 65°C mit 6 x SSC, 1 x Denhardt- 
Losung, 0,5 % SDS, 20 ug/ml denaturierter Heringssperma-DNA, danach mit 1 
x SSC, 0,5 % SDS 1 x Denhardt-Losung und 0,1 x SSC, 0,05 % SDS gewaschen 
25 und bei 80°C getrocknet. Die Autoradiographie erfolgt mittels Rontgenfilm 
und Verstarkerfolie (intensiv fying screens Kodak) mit einer Autoradiographie- 
zeit von 6-48 Stunden bei -70°C. 



30 



20 x SSC (Standard Saline Citrat) entspricht 3 M NaCl, 1,5 M Natrium- 
ci crsc • 

** SDS Natrium dcdecylsulf at 

*** 100 x Denhardt-Losung entspricht 2 % Ficoll: 2 % Polyvinvlpvrolidon, 7 % 
Bovm Serumalbumin. " 
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Beispiel 8 

Dieses Beispiel zeigt eine einfachere variante bezuglich der 
Probenvorbereitung zum Dot Blot: 

1 ml serum wird mit 350^1 Proteinase K-L5sung (3 mg/ral 
Proteinase K, 10 mM TRIS pH 7,5/ 0,5 mM EDTA, 0,5 % SDS) und 
125 / ul 0,5 M EDTA -30 Min. bei 37°C inkubiert. Darauf wird 
die Losung mit 8 ml 2 M TCA (pH 7,0), 3,2 ml 2 MNH^A C , 
20 / ul t RNA (10 mg/ml) und 5,3 ml H 2 0 auf 16 ml verdiinnt 
und die DNA mit 10 ml Isopropanol bei Raumtemperatur fur 30 
Min. gefallt. Die DNA wird abzentrif ugiert (15 Min. bei 
8000rpm), das pellet mit 2 ml 70 % Ethanol gewaschen und in 
eOOyUl 10 mM TRIS pH 8,4 und 1 mM EDTA aufgenommen, einmal 
mit Phenol, einmal mit chloroform extrahiert und nochmals 
gefallt. Aliquots der gefullten DNA konnen fiir die Dot Blots 
oder fur Restriktionsanalysen eingesetzt werden. 

Die Darstellung-von partikelassoziierter DNA aus stuhlproben 
erfolgt in gleicher Weise. Stuhlsuspensipnen werden 
allerdings vorher steril filtriert und mit PEG gefallt. 

Beispiel 9 

Wenn nur relatiy venig der N— A, N-B-assoziier ten substanz 
vorliegt, hat es sich als zweckmasig erwiesen, die DNA durch 
Amplif izieren nachzuweisen: " 

Der Nachweis von Non-A, Non-B-DNA im Serum kann zweckmasig 
durch Hybridisierung mit radioaktiv markierter klonierter 
Non-A, Non-3-DNA-Probe nach vorangehender spezifischer 
enzymatischer DNA-Ampiif izierung nach bekannter Methode 
(SAIKI et al.,. science 230, 1350, 1985) erfolgen. 
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25yUl Serum + SO^ul Naj (gesattigte Losung) mischen und 
2 Min. bei 37°C inkubieren, danach 10 Minuten bei 0°C 
inkubieren. Das inkubat wird auf eine Polycarbonatmembran 
(z.B. Uni Pore von Firma BioRadLab) gegen TE-Puffer (10 mmol 
Tris; lmmol EDTA) 20 Min. dialysiert. 5^ul des Dialysats 
werden fur die spezifische enzymatische DNA-Amplif ikation 
entnomraen. Die Amplif ikation erfolgt nach bekannter Methode 
(SAIKI et al. 1985) rait Hilfe von je 0 f 5 / ug Oligopriraer 
(Paar A und B bzw. C und D). Die Oligopr imer-Paar e werden 
nach bekannten Sequenzierungsdaten mittels eines 
DNA-Synthesizers (Applied Biosystem 381) hergestellt. Nach 
Amplif izierung wird das Reaktionsgemisch auf einem 2%igen 
Agarosgel elektrophoretisch aufgetrennt, danach auf eine 
Nylonmerabran (Genofit) transferiert und mit einer nach 
PEINBERG et al. 1983 (Annal. Biochem. 112, 6-13) mit 32 P 
markierten klonierten HNANB-DNA -Probe hybridisiert . Nach 
Autoradiographie werden positive Resultate anhand 
mitgefuhrter Standards und Langenmarker identif iziert . 

Beispiel 10 

Nachweis von DNA in gepruft infektiosem Plasmader ivat : 
Renger F. et al. verof f entlichten in "Deutsches 
Gesundheitswesen 11 Vol. -36, S. 560-563 (1981) eine Studie 
uber eine kontrollierte Hepatitis Non-A, Non-B-Epideraie, 
ausgelost durch die Applikation infektioser Antirhesusf aktor 
D Immunglobulinpraparate, Die Herkunft dieser kontaminierten 
Praparate konnte vollkommen aufgeklart werden. Nach 
Applikation dieses anti-D-Praparates erkrankten 79 % von 116 
immunisier ten schwangeren Frauen. Dieses anti-D-Praparat 
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1 (Charge I Arapulle A und c) sowie eine charge rait niedriger 
infektiositat (Charge II Ampulle B und D ) , die durch das 
selbe Saulensystem gereinigt wurde, standen zusammen rait. 
Kontrollpraparationen (Gammavenin, Endobolin, Rhesonativ) 
5 zur verfugung. Diese Praparationen wurden zusammen mit 
Puff erkontrollen, Hepatitis B-Virus-haltigero Serum, 
Positivkontrollen mit donierten Virus-DNA-Fragmenten 
eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mittels DNA-Amplif ikation 
durch die Primer 237-238 (entstammen dem 0,4 Kb 
10 EGORI-Pragment) . 
Ergebnisse: 

in mehrfachen, unter verschiedenen Bedingungen 
durchgefiihrten Experimenten, fand sich nach Amplif ikation 
ein starkes signal in der Charge I (Ampulle a und C), ein 
schwaches signal bei guter Amplif ikationsausbeute in der 
Charge n (Ampulle b und D). Die drei Kontroll-Lyophilisate 
Gamraavenia, Endobolin und Rhesonativ ergaben kein signal. 
Der zusatz von Hepatitis B-virus-Genomspezif ischen primern 
zu den verschiedenen Gammaglobulin-Praparationen ergab 
ebenfalls keinen Hinweis auf die evtl. Kontaminierung rait 
Hepatitis B-Genom. Die mitgefuhrten Kontrollen dienten der 
Beurteilung der Effizienz der Amplifikation sowohl mit 
HBV-spezifischen Primern als auch mit Non-A, 
Non-B-spezif ischen Primern. Der Nachweis der Identitat der 
in der infektiosen Charge befindlichen DNA mit der DNA aus 
den Feces eines Patienten mit Hepatitis Non-A f Non-B 
sprechen fur die Identif izierung einer in Hepatitis Non-A, 
Non-B-implizierten DNA. 
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Die ontersuchung von weiteren 57 Stuhlproben von Patienten 
mit sporadischer und posttransf usioneller hnanb mittels 
Radioimmunoassey wie in den vorhergehenden Beispielen 
beschrieben und im Dot-Blot-Verf ahren, ergab eine 
signifikante Korrelation der beiden Ontersuchungsverf ahren 
hinsichtlich nachweisbarer HNANB-assoziierten Substanz (ria) 
und nachweisbarer DNA (Dot-Blot, siehe Beispiel 7). 
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Die beigefiigten Abbildungen erlautern die Erfindung: 
Pig. 1 ist die Sequenz des Genoms 

Pig. 2 ist eine Ubersicht uber die Schnittstellen mit Ecori 

sowie die offenen Leserahmen und Leseraster 
Fig. 3 und 

Fig. 4 zeigen den Plus- und Minusstrang einer ca. 0,3 Kb 
Sequenz, also einer Teilsequenz des Genoms 

Fig. 5 zeigt den offenen Leserahmen, und zwar die 
Leseraster 1A, 2A und 3A, und 

Fig. 6 zeigt den offenen Leserahmen fur die Leseraster IB, 
2B und 3B. 

Die Sequenzierung der in den Figuren beigefugten Sequenzen 
erfolgte nach der Sanger-Methode nach Umklonieren von PUC 8 
in M 13 bzw. Bluescript vektor. 

Die Charakterisierung dieser in Fig. 1 gezeigten 
ursprunglich vorliegenden aus Stuhlisolaten isolierten DNA 
zeigt/ daB es sich urn eine partiell doppelstrangige 
zirkulare DNA handelt. 

Die DNA zeigt Verwandtschaf t mit HBV-DNA. Wenn ein 
kloniertes 0,45 Kb Fragment oder gereinigtes Stuhlmater ial 
rait 32 p markiert und in einer Southern-Analyse an HBV-DNA 
hybridisiert wurde, ergaben beide Proben ein Signal, 
allerdings etwa 1000-fach geringer als mit sich selbst. 
Plasmid pBR 322 und Lambda Phage ergaben kein signal, in 
Vorversuchen konnte die gereingite Stuhlprobe, ohne 
denaturiert zu werden, sehr gut mit dem kleinen Fragment der 
E.coli Polymerase markiert werden, 

Mit Klenow Polymerase behandelte stuhlprobe migrierte in 
einem Agarosegel deutlich langsamer als die unbehandelte 
Probe. Dies spricht dafur, daB die untersuchte DNA, ebenso 
wie HBV-DNA , partiell doppelstrangig ist. Die Ergebnisse und 
Behandlung mit Restr iktionsenzymen und Pr imerextension 
beweisen eine circulare Struktur der DNA. 
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Die raebrfach durchgefuhrten Sequenzanalysen beider DNA 
Strange ergaben 4998 Basenpaare. Die Sequen2 ist vora 5'- zum 
3'-Ende dargestellt, die Nummerierung mit 1 beginnt im 
ersten Nucleotid des 2,5 Kb EcoRl-pragments in dem 
DNA-Strang, der die groBen offenen Leserahmen enthalt (siehe 
Abb. 2). Bin in der Darstellung nicht gezeigtes DNA-Fragment 
von ca. 10 bis 20 Basenpaaren wurde experiment ell 
nachgewiesen und grenzt an die 2,5 und 1,5 Kb 
EcoRi-Pragmente und bedingt also den RingschluB der linear 
abgebildeten DNA (vgl. Abb.2). Der Nachweis dieses Fragments 
wurde durch ein Amplif ikationsexperiraent erbracht, wobei 
gereinigte virus— DNA mit Klenow Polymerase und den beiden 
synthetischen Primern 13 und 17 inkubiert und die 
DNA-Sequenz zwischen den Primern mehrfach amplifiziert und 
nach Blektropborese durch Southern-Analyse nachgewiesen 
wurde. Da die beiden Primer an den beiden Enden der 
sequenzierten DNA liegen, kann eine Amplif izierung eines 
Pragmentes nur erfolgen, falls die DNA zircular vorliegt. 
Das Virus-Genom besitzt damit eine Gesamtlange von 5.010 bis 
maximal 5.050 Basenpaare. Dieses Resultat wird zusatzlich 
durch unabhangige southern-Analyse des Genoms bestatigt. Die 
Restriktionskarte des Genoms liegt vor. Die Reihenfolge z.B. 
der einzelnen EcoRl-Pragraente ist: 1,5 / 0,45 / 0,3 / 0,15 
und 2,5 Kb. 

Bezuglich besonderer Merkraale der sequenz ist auszufuhren, 
dae eine lange palindromische sequenz (Hairpin) zwischen den 
Basenpaaren 2.097 und 2.149 am Ende eines offenen 
Leserahmens liegt (Pos. 4, Abb.. 2). 

An der Position 424 und 3.303 befindet sich je eine 
B CTG"-Box. Bei der CTG-Box von 3.303 befinden sich auch 2 
Repeats, die Sequenzhomologie mit den direkten Repeats der 
Hepadnaviridae aufweiseri. 
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Die offenen Leserahmen finden sich hauptsachlich nur auf 
einem Strang. Der andere Strang ist wie bei Hepatitis 
B-Virus-DNA bis auf kleinere Peptide geschlossen. Wahrend 
der offene DNA-Strang ohne weitere Modif izierung fur 
proteine bis zu Molekulargewichten uber 40.000 codieren 
kann, sind im Komplementarstrang weite Bereiche aller drei 
Leseraster geschlossen bis auf 5 Peptide von einem kleineren 
Molekulargewicht von ca. 6.000 (siehe Abb. 2 und Abb. 5 und 
6). 

Alle Qberlappenden clone ergaben fur die gleiche Sequenz 
identische Resultate rait einer Ausnahme, wo an der Pos. 
2.381 in einem Fall g, in einem anderen pall a gefunden 
wurde. Ein Sequenzierfehler ist auszuschliefien. 

Das gibt einen Hinweis darauf , was durch weitere Befunde 
bestatigt wird, daB Abweichungen von einigen Prozent, 
insbeondere 1 bis 2 %, in der Regel keinen EinfluB auf die 
Punktion der Sequenz haben, so das funktionelle Xquivalente 
Abweichungen bis 5 %, insbesondere bis 2 % von der 
Grundstruktur haben konnen. Das gleiche gilt auch fur die 
von solchen DNAs kodierten Proteinen. 

Zusammenfassend laBt sich sorait folgendes sagen: 
Die Non-A, Non-B-assoziierte substanz ist gekennzeichnet 
durch die signifikante Bindung an Immunglobuline und die 
Bindung an Fab2-Bruchstucke gereinigten igGs, durch Bindung 
an nicht kollagenbindende Fibronectinspaltprodukte sowie 
durch die Inf ektiositat gegenuber menschlichen 
Zellkulturlinien, die morphologisch darstellbar sind durch 
virustypische Veranderungen derselben und molekulargenetisch 
durch den Nachweis einer spezifisch hybridisierenden, 
gelelektrophoretisch bei einer scheinbaren GroBe von 3,2 KB 
wandernden DNA ( ungeschnitten und unter nativen 
Bedingungen) , innerhalb dieser Zellkulturen . 
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Die in den infizierten zellen sowie ira Serum von Non-A, 
Non-B-Hepatitis-patienten nachweisbare DNA hybridisiert mit 
der aus Non-A, Non-B-Substanz isolierten, ca. 5 KB grofien 
DNA bzw. der aus diesem Material hergestellten klonierten 
DNA. 



Die gesarate Sequenz von ca. 5.000 Basenpaaren gemaB Pig. 1 
und eine Teilsequenz von ca. 300 Basenpaaren gemaS Pig. 3 
und 4 der klonierten DNA wurden bestimmt und mit bekannten 
10 raenschlichen DNA-Sequenzen, Phagen-DNA-Sequenzen, 
Plasmid-DNA-Sequenzen und bekannten publizierten 
Virus-DNA-Sequenzen verglichen. Sie entsprechen nach diesen 
Daten keiner bisher beschriebenen Sequenz. Nach dem offenen 
Leserahmen der Sequenz kann man RuckschlQsse auf die 
kodierten und exprimierten virusspezif ischen Proteine 
Ziehen. Damit kann man die hydrophilen und hydrophoben 
Regionen innerhalb der Peptide identif izieren und somit ist 
die Herstellung synthetischer Peptide aus den moglichen 
antigenen Epitopen in den hydrophilen Regionen mSglich. 

20 

Die gefundene DNA/ insbesondere die auf dieser DNA sich 
befindlichen Gene konnen zur insertion in entsprechende 
Expressionsvektoren, wie Zellen und Bakterien (z.B. E.coli 
und Hefen, wie Syccharomyces cereviciae sowie Zellkulturen) , 
25 und damit zur Herstellung von Virusantigenen benutzt werden. 
Damit ist die Diagnostik und die Herstellung von 
immunreagentien und Vaccinen mSglich. Bei der Diagnostik 
sind insbesondere die Untersuchung auf inf ektiositat 
(Blutkonservenuntersuchung) und die Diagnose einer akuten, 
chronischen oder zeitlich zuruckliegenden Infektion zu 
nennen. in Zellkulturen hergestellte Antigene sowie die 
entsprechenden, durch diese Virus-DNA in vivo und in vitro 
synthetisierten Proteine konnen zur Erstellung 
immunologischer Diagnostika benutzt werden. Die DNA-Sequenz 

35 
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laBt sich zur Identif izierung potentieller virusproteine und 
deren synthetischer Herstellung, also die Herstellung 
synthetischer antigener Peptide, verwenden, ebenso wie sich 
die DNA bzw. DNA-Teilsequenzen zur Herstellung synthetischer 
DNA Oder RNA bzw. DNA- Oder RNA-Fragmente und fur den 
Einsatz derselben als Sonden oder Primer fur die Diagnostik 
einsetzen lassen. SchlieGlich kann man die DNA bzw. die 
erstellte DNA-Sequenz zur Herstellung synthetischer Viren 
(vollkommene DNA-Synthese) und zur Insertion von 
synthetischer DNA oder DNA-Fragmente in entsprechende 
Vektoren verwenden, ura Virusexpressionsprodukte zu erhalten. 



15 



20 



25 



30 



35 



WO 88/06184 PCT/EP88/00123 



Paten fc ansprtinho 



1. NANB-Hapatici, asso^i.rta m, anthntend vor aUem 

2. HANB-Hepatitis ass=, iiert a DNA nach AnsprUch 1, 
dadurch g.kannzetchnat. daB ,i. hochstens 5 », ins . 
b«o n dera hSchstans 2 , Ab„ai=hu„ g von dar strike 
u„d/odar der Kattemange dar DHA nach P1 g. l ze ig" 
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Z3 

i 

3. NANB-Hepatitis assoziierte DNA nach Anspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, dafi sie partiell doppel- 
strangig zirkular und aus einem NANB-Hepatitis 
assoziierten Partikel bzw. aus Virus isoliert ist. 

4. DNA-Teilsequenz nach Anspruch 1 -3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl sie Fig. 3 bzw. 4 mit maximal 
5 %, vorzugsweise maximal 2 %#Abweichung entspricht. 

5. Proteine, dadurch gekennzeichnet, dafl sie durch eine 
DNA nach Anspruch 1 bis 4 kodiert sind oder derart 
kodierten Proteinen entsprechen. 

6. Proteine nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie den Sequenzen der offenen Leserahmen gemafi 
Fig, 5 und 6 entsprechen. 

7. Verfahren zur Herstellung der NANB-assoziierten DNAs 
nach Anspruch 1 -4 (sowie der Proteine nach Anspruch 
5 und 6) aus Stuhl, Gewebe, Korperf lussigkeiten 
oder Viruskulturen, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Ausgangsmaterial, ggfs. nach vorheriger 
Sterilfiitration und Fallung mit PEG bei Stuhl- 
suspensionen, mit DNase und ggfs. RNase zur Verdauung 
inkubiert wird, dann ein Dichtegradient, insbesondere 
CsCl, d = 1,3, angelegt wird, worauf Dialyse, 
Verdauung mit Proteinase K, Phenolextraktion, Xthanol- 
fallung und ggfs. Extraktion und erneute Fallung 
und Isolierung sowie ggfs. Klonen und ggfs. 
exprimieren in entsprechenden Vektoren erfolgen. 

8. Vervendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 4 als 

DNA-Sonden zur Diagnose, insbesondere nach klassischen 
Hybridisierungsverf ahren, oder zur Expression in 
geeigneten Vektoren. 



10 
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9. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 4 zur Synthese 
von Proteinen zur Erzeugung immunologischer Reagentien 
fur den Nachweis von NANB-Hepatitis und zur Erzeugung 

5 von Impfstoffen. 

10. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 4 oder der 

auf diesen DNAs befindlichen Gene bzw. der ehtsprechen- 
den DNA-Sequenzen zur Herstellung synthetischer 
Viren und zur. Insertion der natiirlichen oder synthe- 
tischen DNAs oder DNA-Pragnente in entsprechende. 
Vektoren zur Bildung von Virusexpressionsprodukten 
und zur Herstellung von Virusantigenen. 
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1 FILE: TONGA.DNA SEQOENCE: 4998BP; 996 A; 1130C; 1087 G; 1 

*** SEQUENCE LIST *** (DOUBLE) 

K 10 20 30 40 «;n 

° 5' GAATTCTGCC ICT l VJlUi' m ATTCTGAXGT TGCCTCCGgr mm >i<j m«~™~~J!.~ 
CTTAAGAOGG AGAAGACAAC TAAGACTACA AQ33&GG0CA CGAAGAOCAG AAGAAOCGCC 

aSaaao^^ f^f^^^ CGITTCTTTT CTCTCnTrCT CTOCITTGCr TTCGCGCTGT 
AGAAAAGGTC TTAAATCCGT GCAAAGAAAA GAGACAAAGA GAGGAAACGA AAQOGOGACA 

TGlTCrrCGA ATCOTEAITA GAAAGGCGGT TGACGGATCA aiTllJl ' S ? TmrwiS 

TCAGiTriTA AcemrcGS naujiuui: gctctcgtca i tccq,™ » ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■■■ i , 2 . ? . ? . 

AGTCAAAAAT TGGAAAAGCC AAGACCACCG CGAGAGCAGT AAOGGCAAGA ACAAAAAGAA 

adO 270 280 oqa 
gKMaUUi enOTOTOa rwi-r,,^ TnrnjgX afflr-njl I 

cmccg^c oaasmc £Sg 

GAGAACCGCA AAAATGGAGC AAATAGCGGT TACACGAAAG ATAAAGGAAA AAAOCGAAAC 

GEACITITGG CAACnTATT TTGGTITGTC rmU.Tl ' l ' C GCTTGTTGGC ttti ? T 2 ?. 
CATGAAAACC G1TGAAATAA AACCAAACAG AAAAOGAAAG CGAACAACOG AAAQAGAGA 

rannra~aaa!n ^^S^^**" GKE>AKI2£!I GGAAATCCCT A1TAITATCA AIACITGGGT 
20 GACCEGAAAC CEATIT^ CCTTIAGGGA TAAoSSS SSS^ 

TGMGCTGAC GGCG1TA00G TCTATACAGT GCAGTAtIS GATGGTAGCA CITGCGAtI? 
ACTACGACTG CCGCAATGGC AGATATGTCA CGTCATATIT CIACCATOGT GAA0GCIATA 

GACCGTCCAG CAGIATGAIT ATCTCAAGGC ATCCGCGcS GCIGTCGCCG ATATCGaS 
CTGGCAGGTC GTCATAC3AA TAGAGITCCG TAGGCGCGTC GGACAGOGGC TXIAGCTGAG 

25 SS^^ GCTGMTCrC CITCGGAAGC TGCTCClS? CCCGAGGAAC CTCGACaIS 

^^^^^70 ^**^^&80 '^^^^^ ^^^700 ^^^^^^ GAOGTGTCrT 
TATIA1TGAA TCTCCTGACC TCCGOGAAGG TTATGTCCCG CACr^rllr a™,,™ 

^maaot ag*^ asaxncc S £ SS£ SSS 

TGAGGGGAGT TTAACCGCTT ATGATGACCG CGCAGCAGAT Am-rr~2S a™, Z 80 

TCTCCCIAAC GTCTCTAATA GTTTCACTAC TATTAtcSS wm~i?5 840 

aeanj. SE SS 

1ATCGAACGT ACIGAGACGG TOOCMOIC CGGCTATAOC ir-iv-.,.^ ,™™ 900 
™« ™=C ACS^ S ££££ 

^ Jrt,u ACGCCTCCTA AGGTGATGAT GCAGAGTCCA 
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1 970 980 990 1000 " 1010 m?n 

TCTCAATCCG CAAGCITGCG TTTCKiCTl'I' GCTICTIGTC CTO1UTO TTACTPCTGT 
^^S?0 OGAACAACAG GAaSSS 

1030 1040 1050 1060 1070 man 

SgaS 2S^£ ^^^r acctitaS 

ATCAACOftA TITITCCGCT AAACCCOCGC CTACTCRATT ACCT1TAAGA TGGAAATCTC 
5 1030 1100 liio 1120 ir?o ii an 

■EMTGriTOG GTATCITCTC TCTCCCCGAA A3TGGCIMT TCRITGltl'l T rrs-Tra^rr 
^^^1^0 ACAGGGGCTT 1MCCGXEAA. AGIAACAiGAA GCGACGACAA 

1150 H60 1170 U80 1190 i5nn 

TTOCTITCr TCGTCCTCCr GCTCCGTOCG TGACAGGTGC CATAAAX2VTT 

ACCAG< ^?^ CGAGGCAGGC ACTGTO^ACG CTATTIAXAA lAAEACTTTC 
1210 1220 1230 1240 1250 i7fin 

10 cSSSS SSSS JSSS* GciGcmo: tigzk££ 

cracEACTa Asrooooca tgaagaagat aagagcgatg ogacgaaagg aaccagccac 

I 27 0 1280 1290 1300 1310 1320 

AGTTCmaC CrOGATCATr ACITGGATCG GTCAGCTCAT TGAIITCTAT f^CTr-TY^r 

^^^^lTBO ^^^TT^n TCAA! ~ t ^ RCC CACTOGAGIA ACCAAAGAIA CTCAGACTCG 

^j* 0 1340 1350 1360 1370 nan 

° C ^ iU ^' rorCITOGTO A2TCTCACTA TCGCGGGCAT lUllHtU,T ATCCTGGCC 
^^^^^Tcki A ^ AGRA T^f^ TAAGAGTGAT AGCGCCOGXA ACAAGAlGGCA TAGGAAG033 

15 U9 0 1400 1410 1420 1430 1440 

GCTCGAITCC TCGIVJUJIUJ TAACGACTGA GAGAAAACGC GGCOGACCAT TTraATCTTr 
0SACC ^14Sn ^^^^T^n ^^^"^^ CTCTTTTGCG GOGGCTGGTA AAATTACCAG 
«-_^J^£2 1460 1470 "80 1490 1500 

GGCGACGnT TCTOOTTAG AAAGGA3TAT TIGTTATGCT TIA2GCTA2T OTBCTm 
CCI3CTCCAAA AGAATAAATC TTTCCTAATA AACAATAOGA AAIACCA1AA GAATAGAAAA 

, i 310 „ P 20 1530 1540 1550 1560 

GCGTTIGCTG GOTnTCIT TAIATCGATA ACEAITCCAA AAATCCCIAC AAGCTOGAAG 
20 CXXSW^CGAC CGAAAAACAA ATATAGCTAT TGAXAACGTT TTTAGGGATG TTCGAGCTTC 

1:3 /u 1580 1590 1600 1610 ifi?n 

GACAACAA^ j[^^^ A ^' CTCTGTAXAT GTCTCGCGTT GCTGATAAGT 

GACAACAACC AAGAIITCCA. AGAOOGTTCA GAGACATAIA CAGAGCGCAA CGACTATTCA 

1630 1640 1650 1660 1670 ifion 

CCC^G ATCATTCCCC AAATAAAIAX CGITAIACCC AIAACCAATA CTAAATctS 
25 1700 1710 1720 1730 nan 

ITrccccc rc Anarmr tcttattgat gagataggcg 

GCCTTAIAAC CTITGTCTGG AAACGGGGAC TAAGGGAATA AGAAIAACTA CICIATOCGC 

TCCT^ACTC TAACCGTGAT TTIAAGGCTA TCCCCcS^ AGCTClSS TTTITCaS 
ACGAGGTGAG ATPGGCACIA AAAITOCGAT ACGGGGCACT TOGACAGCTC AAAAACTTCT 
j-oiu 1820 1830 1840 in^n io*n 

30 ISS^S^ mTCACITC ACAAIAGTTG TATCGTCTCA GAOCATCGAC TITCATAAAA 

30 ACGTCGCGTT ^^^1880 ^*^^vflon AIAGCAGAGT CTGCTACCTG AAACTATTTT 

-L8/0 1880 1890 1900 loin ,m n 

CCTCTCTGAT CGCATmrc TCTGCAATCG TATTGGCTGG TITTCTCGCC 
TCTAAGCACT GGAGACACTA GCGTAAATAG AGACGTTAGC AXAA^.SlIgSg 

TCACCCCTTA TCGCTCCTGT ATCGCTATGG AAG\CCGTCC CGAGGGCGGC CAAGAGCTT^ 
AGTGGGGAAT AGCGAGGACA TAGCGATACC TTGTGGCAGG GCTCCcSg gSSSS? 
35 • 2000 2010 2020 2030 ^^^n 

SSS^ ^atac tmotSS TCTGTGAAGC 

AATTGTG.^ CG.GTTCCG. CCGTCCCC^T TCT.CCnTATG ATAGGGGTTC AG^CTlS 
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1 2050 2060 2070 2080 2090 2100 

SSSSf SS^S AGGmTCAG CAAGACCCCC TCGAAGTAM 
TCCACTCAOG GAAICITAIA CTA1CTCTCG TCCAATAGTC GITCTCGGGG AGCTTCAITT 
2110 2120 2130 2140 2150 71 fin 

TOCCOGTOCC CCCGTAGGGG GTIAGGGGAG l ' lTlTlTl ' lT TITI ' ITITIT 
ITmTTIG AGGGGCACGG GGGCATCCCC CAATCCCCTC AAAAAAAAAA SSSSJ 
„. 170 2180 2190 2200 2210 ?55n 

TACTGGAGCA CTCCOGCGGT CTCTCACGC GATRGCGTCT CCACCGCGTC rrrrrnrrS- 
^^^2220 ^^^f^n GAACftGTGCG CTATGQ^GA GGTG30GCAG GGGGCAGQQG 

2240 2250 2260 2270 5?Rn 

GCraGGGOA AGCCCTOGCC CXTCOCAAAC AGAOCGCTAG GGG C ITOCXA TArr^rrra 

° 3aa S£ rasaa gS <asGGG ^ s^sg 

__. 29 0 2300 2310 2320 2330 OT/in 

10 CTCCCGTGAC GAT3GGAACG TCGGCGTGCG TCTAAIACGC CCACGAAATT TAAATTTrrr 

^^^^2350 ACCCGCACGC ACATTATOCG QCTGCTTIAA ATTTAAAGGA 

2350 2360 2370 2380 2390 ;£mn 

OTCACMCT CMTCAXACT GTGGTAAIAT OTAGOCATCG AAATGAAAGG TCGTITTCTC 
^^^^^Tin ^^^^tT™ AATGGGTACC TTTACTTTCC ACQAAAGAG 

2410 2420 2430 2440 2450 94fin 

CTO^AAAC GSCTGITAAA CTHMMC CTACGITCGC CTTTGAGCAA GGITCAATTT 
CAXACmTG CCAACAAHT GAACIAAIAC GATGCAAGCG GAaScgS cSXS 
15 247° 2480 2490 2500 2510 £Sn 

^f 05 ^ GCGcrrccrc agtctgatit aootitcca cagatatcia 

GAIAAGGGTT TTAGCTTCIA CGCGAACGAG TCACACTAAA TGTAAAACGT GTCTAIAI3AT 

2530 2540 2550 2560 2570 man 

AOT^CTGA GAATTOCCCC TACAAITCCC CTCCGGGACT OTChSaG CCTAACAAOT 

^^^^590 ^^^^2600 GACGCCCTGA GAAGAAATTC GGATTGTTGC 

. ^33U 2600 2610 • 2620 

20 GCGCGAAACA GTCX30GCAC TCTmCAAG TCTCTGGTCA TCGTTCTGAG CTITI^ 

^^^^^650 ^^^^^2660 ACRGACCAGT ACCAACACTC GAAAAGGCGA 

CraGCITCCC TGGGCTCGCG TCCITGATGC AGGAAGGTCA GGAATICGGT CACmS 

™» sks sss| 

GTCTTCAOT TIGCTTCAT GITCTTATGA CAAAACTACG GTGGCGTGAG TTITArSS 

z//u 27 °° 2790 2800 2810 oain 

GTCITA1LTC TGCTTCCGTC GATGAGATGA AIAATCCCGA MAAnrrrr-r j.r^l 

30 SS7 CTT ^WCTKIT BBMSBI CTCTCCWS COTCAAMA AAGCICTr'Tr 

s S£S g^gs SsS — ^ 

iv J ov_nv. i .vi TCu-»GnnGv_G GATAGAGGCA TTTCAGACCT 
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1 W^JH 0 3140 3150 3160 3170 ^sn 

»«sbs§ssss 



10 

3550 ^^560 TR ° CCa ^ AATAAGACTA 

GAAAGGATCG Tl GaTlUm AAACTTOrrr tl.-i..l ■ ■!? 3590 3600 

3670 3680 ^^gon ^^^^ GCTTAIAAGC TACGCACGTT 

TCCGCTCAT TGTCGTTGGC GCTacnra^ L1 . . 3770 3780 

ACGCGAGTA SgSaS SSS S^** 0 

3790 ^^800 ^^Jtn ACTGGCATrG CCIAIAGAAG 

GCGGTTCGCC GCTCTCACAT GGCGZr^ir ^,J^2 ^ 3890 3900 
3910 3^ C 21 ^^^ 



GAAGCTGCTC GTTOGAATCC AGACrrro-a ,~.,,»;!i2 3950 39 60 

CTTCGACGAC CAAcSSgG JSJ^ AITrGACCrC CGTTATTCGA 

3970 TCGTTr SS lAAACTC-GAG GCAATAAGCT 

30 TGTCGGGAAA GGTGGTGGCG AAGTGATGAA AAACC^ tt , 4010 4020 

ACAGCGCTIT CCACCACCGC TTCRaaCTT J^T™* AGCG TIT0GC 

4030 • 4040 tncj ACAAAAATAT TCGCAAAGOG 

cgcccitctc gcgtctitca tcgtt-cS ircc™ 4 ^? ,^_!£I2 4080 

GCGGGAAGAG CGCAGAAACT ACcUaSa ACTCCTTGTr TTGCTGGAIT 

4090 4100 4jTo TCAGGAAO^ AACGACCTAA 

TGACTCTGAA GCTGATATGC CT.TC^cS av^™Jli: 4130 4140 

acicagactt cgactatS ctSUSS SSJS?a ^ tcatg onaawir 

35 4150 4160.. 4,7n ^'^^ TGAGTAGTAC CAAGTACCAA 
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1 «10 4220 4230 4240 425Q 



15 



racronrcr ggootot aitcictocc mJS « 6 o 

ATGACAAAGA CCGTCATCAA SagSS JS^^F TCmrlCTA CIAATCCGIT 
4270 4280 ^^g? AAIAAG ^ AGAAIAAGAT OOTACGCAA 

TOKW mta TAITOAGCIA ACGAHTIGG ra^^JSJH „ 4310 «20 
ACTACAAAGA ATAAATOGAT TCo£S5 S^?™ ^^MCCTr GOGCTITTCC 
4330 ^"gS TCCEAA SS ^"'^ CIAATACGAA CGCGAAAAGG 

4360 4 37o 

EMTG GTATGAACEA OCI ' IUTIU; 
VIAAC CATAdTGAT GGAAGAAAGG 
4410 4420 4430 



= SSSS S SEdi SEE e -™S? 

4390 4400 ™^ GGAAGAAAGG GAXAACCAAG 
GGGAATGAAG TITGATACGT G Gl L- mi ' i * r» o-m«™l!i: — 4430 4440 

cccmcm: aaaSSS SSSS JSSE?^ ^^t^g 

4450 4460 ^^Jy? TCGOGACGAG TTCGAAGACC 

10 GACmiGGT TTTTTAACTT Cl'ili ■i-m-fl^ „. „ LL . _, 4 . 0 4490 4500 

10 CTGAAIAOCA AAAAATTGAA GA^GGMATC AGaSAT^TY'TY^ C^^QS^EAA 

4510 4520 ^^gS AG0GR ^S° GOGIAAGAM GAAAGCCA3T 



ss^s s s «»ss 

4570 ^^580 ^^SJq 3 ACI3m ^ C*™**™* CAAAAAGAAG 

TCCTmTAT TO31M0CIT mraa-rrnn ™« 4610 4620 

TC'lTl'IACAG GGTCGTGACA AEAATFn^T mamy.r.f.. i 670 4680 

ss sss si sg§ «™ .ccnS? 

"so G9GCS ™S SG ° XC ™» iraaaMAC MsaaiAGG 



20 gtctooaiac Acuaccccr cnnraS . .. . . . 478 ° 4790 ' " <800 

4870 4880 ^890 ^^SS AGAAAG0G ^ AAAGAGAAGA 

4930 ^^SS ACOacSGlK TSAGKGCCr 

4990 WafU * AT GGmCTTAA ACCTCAACTA AGGCCATCAG AATITCTGAG 



TAAGGATAAC TTGAATTC 3 ' 
ATTCCTOTG AAOTAAG 5 ' 
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INITIATION/TERMINATION REFERENCE 



6/5.1 



' INITIATION POSITION 



+■ 



i TERMINATION POSITION 



157 
1483 
2428 
2971 
3388 
3664 
3859 



311 
1669 
2479 
2992 
3487 
3670 
3883 



433 1060 

1729 2059 

2620 2719 

3046 3133 

3511 3520 

3673 3697 
4135 



10 



15 



20 



25 



30 



OS 



'TOTAL: 39 



***** FRAME 1 


***** 










1309 


1435 


! 19 


25 


139 


151 


286 


481 


2377 


2383 


487 


517 


S26 


556 


.601 


613 


2782 


2839 


667 


676 


721 


742 


745 


778 


3235 


3292 


787 


796 


799 


853 


883 


898 


3619 


3661 


! 1030 


1171 


1183 


1195 


1276 


1339 i 
2035 


3721 


3748 


1408 


1675 


1735 


1819 


1825 






2044 


2053 


2125 


•2278 


2287 


2365 1 




' 2404 


2665 


2728 


2788 


3004 


3022 ! 






3418 


3427 


3559 


3571 


3712 


3868 






4009 


4081 


4087 


4093 


4111 


4150 






4180 


4252 


4261 


4279 


4300 


4354 






4393 


4468 


4498 


4531 


4549 


4636 






4642 


4720 


4765 


4828 


4882 


4888 




i 
i 


4897 


4945 


4957 


4972 


4981 


4987 




i 


TOTAL: 


84 









131 539 593 
1205 3539 3833 
4097' 4385 



TOTAL 



14 



***** FRAME 2 ' 


***** 










1052 


1202 


; 158 


266 


440 


443 


1058 


1259 


3986 


4040 


| 1301 


1310 


1433 


1529 


1574 


1613 






J 1616 


1631 


1634 


1649 


1670 


1709 






j 1727 


1730 


1751 


1757 


1763 


1778 






J 1853 


1856 


1868 


1877 


1982 


2009 






J 2060 


2258 


2372 


2384- 


2417 


2423 






> 2444 


2495 


2519 


2528 


2567 


2573 






J 2627 


2705 


2717 


2747 


2783 


2792 






I 2810 


2843 


2903 


2906 


2924 


2951 






j 2969 


2972 


2993 


3047 


3086 


3089 






3110 


3134 


3149 


3179 


3209 


3230 






3233 


3236 


3272 


3299 


3323 ' 


3344 






3386 


3389 


3443 


3464 


3476 


3485 






3488 


3503 


3506 


3518 


3521 


3578 






3602 


3620 


3662 


3665 


3671 


3686 




i 

i 


3689 


3701 


3749 


3755 


3761 


3767 




i 
i 

-+ 


3788 


3818 


3944 








i 


TOTAL : 


99 









27 


232 


433 


. 522 


555 


741 


744 


774 


■930 


1194 


1237 


1476 


1599 


1656 


1770 


1845 


1947 


2292 


2403 


2667 


2757 


2825 


2997 


3165 


32S5 


3651 


3711 


3714 


• 3960 


4110 


4179 


4234 


4263 


4299 


4305 


4446 


4620 


4722 


4932 












TOT 


A L : 


47 







****** FRAME 3 ***** 

693 J 75 168 189 

1275 j 732 1053- 1203 

1300 j 2097 

2727 j 3537 

3636 J 3987 

4123 ' 4636 



253 
1206 
2313 



2133 *2193 

3540 3793 3894 

4033 4275 43S6 
4992 



447 .540 

1401 1458 

2331 2343 

3900 3984 

4455 4539 



TOTAL 



32 
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MOLECULAR WEIGHT *** 



6/5.2 



• START END MOLECULAR WEIGHT 



10 



15 



-t- 



NO. START END MOLECULAR WEIGHT I 



20 



25 



30 



35 



157 
331 
433 
1060 
1309 
1435 
1483 
1669 
1729 
2059 
2377 
2383 
2428 
2479 
2620 
2719 
2782 
2839 
! 2971 
2992 
3046 
3133 
3235 
3292 
3388 
3487 
3511 
3520 
3619 
3661 
3664 
j 3670 
! 3673 
3697 
3721 
3748 
3859 
3883 
4135 



286 
481 
481 
1171 
1339 
1675 
1675 
1675 
1735 
2125 
2404 
2404 
2665 
2665 
2665 
2728 
2788 
3004 
3004 
3004 
3418 
3418 
3418 
3418 
3418 
3559 
3559 
3559 
3712 
3712 
3712 
3712 
3712 
3712 
3868 
3868 
3863 
4009 
4-150 



131 
539 
593 
815 
1052 
1202 
1205 



158 
1053 
1053 
1053 
1053 
1250 
125? 



3822 2944 
3375 2944 



***** EPAiME 1 ***** 



4842.59 
5857.77 
1911.04 
4219.95 
1055.14 
8907.70 
6959.42 
262.36 
305.39 
2514.97 
1011.23 
750.93 
9020.45 
7032.09 
1563.81 
375.51 
305.39 
6213.38 
1408.75 
578.66 
13607.00 
10646.71 
6919.29 
4696.55 
1294.51 
2767.29 
1887.18 
1585.79 
3643.43 
1946.41 
1815.22 
1582.93 
1451.74 
547.68 
5519.15 
4490.94 
277.33 
4697.94 
535.70 • . 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 



3046 
3133 
2428 
1435 
2479 
1483 
3235 
2839 
331 
3721 
157 
3883 
3292 
3748 
1060 
3619 
3487 
2059 
3661 
433 
3511 
3664 
3520 
3670 
2620 

3673 

2971 

3388 

1309 

2377 

2383 

2992 

3697 

4135 

2719 

1729 

27S2 

3859 

1669 



3418 
3418 
2665 
1675 
2665 
1675 
3418 
3004 
481 
3868 
286 
4009 
3418 
3868 
1171 
3712 
3559 
2125 
3712 
481 
3559 
3712 
3559 
3712 
2665 
3712 
3004 
3418 
1339 
2404 
2404 
3004 
3712 
4150 
2728 
1735 
2788 
3868 
1673 



• 1002.19 
19095.03 
17110.92 
9221.94 
236.23 
2324.59 
2153.40 
152.2.? j 
4193.33 
2639.22 



FRAME 2 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
3 
9 
10 



539 
593 
815 
3332 
3375 
1202 
1205 

121 
1032 



1058 
1058 
1058 
3944 
3944 
1259 
1259 
3573 
153 
1058 



13607.00 
10646.71 
9020.45 
8907.70 
7032.09 
6959.42" 
6919.29 
6213.38 
5857.77 
5519.15 
4842.59 
4697.94 
4696.55 
4490.94 
4219.95 
3648.43 
2767.29 
2514.97 
1946.41 
1911.04 
1887.18 
1815.22 
1585.79 
1582.93 
1563.81 
1451.74 
1408.75 
1294.51 
1055.14 
1011.23 
750.93 
578.66 
547.63 
535.70 
375.51 
305.39 
305.39 
277.33 
262.36 



19095.03 

17110.92 
9231.94 

.4193.88 
2659.22 
2324.59 
2193.40 
1522.73 

.1002.19 
• 236.23 
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W\\5 



6/5.3 



10 



15 



20 



25 



30 



| -27 
"2B2 
483 
522 
555 
693 
741 
744 
774 
930 
1194 
1275 
1287 
1476 
1599 
1656 
1770 
1800 
1845 
1947 
2292 
2403 
2667 
2727 
2787 
2826 
2997 
3165 
3285 
3636 
3651 
3711 
3714 
3960 
4110 
4128 
4179 
4254 
4263 
4299 
4305 
4353" 
4445- - 
4620 
4722 
4932 
494-4 



75 
• "447 
540 
" 540 
732 
•732 
1053 
1053 
1053 
1053 
1203 
1401 
1401 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2313 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3798 
3798 
3798 
3798 
3984 
4275 
4275 
4275 
4275 
4275 
4336 
4386 
43S6 
4455 



4636 
4992 
4992 
4992 



1815.23 
5855.63 
2003.43 
616.78 
7063.49 
1636.98 
11799.97 
11668.78 
10510.39 
4670.61 
334.43 
4929.75 
4398.11 
24121.86 
19440.48 
17213.04 
12848.35 
. 11612.94 
9839.93 
5672.19 
766.90 
. 43550.02 
34028.78 
31646.22 
29263.59 
27663.74 
21162.74 
14339.49 
9689.43 
6115.51 
5533.90 
3278.61 
3147.42 
918.13 
6361.00 
5690.14 
3784.82 
923.20 
522.68 
3385.17 
• 3140.83- . 
. 1350.57 • 
" 395.51 
26-46.25 
10224.42 
2321.36 
1567.26 



FRAME 



3 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
IS 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 



30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 



***** 

2403 3537 

2667 3537 

2727 3537 

2787 3537 

2826 3537 

1476 2097 

2997 3537 

1599 2097 

1656 2097 
3537 



3165 
1770 
741 
744 
1800 
774 
4722 
1845 
3285 
555 
4110 
3636 
282 
4128 
1947 
3651 
1275 
930 
1287 
4179 
4299 
3711 
3714 
4305 
4620 
4932 
483 
4944 
27 
693 
4353 
4254 
3960 
2292 
522 
4263 
4446 
119-1 



2097 
1053 
1053 
2097 
1053 
4992 
2097 
3537 
732 
4275 
3798 
447 
4275 
2097 
3798 
1401 
1053 
1401 
4275 
4356 
3793 
3793 
4386 
4656 
4992 
540 
4992 
75 
732 
4386 
4275 
3984 
2313 
• 540 
4275 
4455 
1203 



43550.02 
34028.78 
31646.22 
29263.59 
27663.74 
24121.86 
21162.74 
19440.48 
17213.04 
14339.49 
12848.35 
11799.97 
11668.78 
11612.94 
10510.39 
10224.42 
9839.93 
9689.43 
7063.49 
6361.00 
6115.51 
5355.63 
5690.14 
5672.19 
5533.90 
4929.75 
4670.61 
4393.11 
3734.32 
3385.17 
3273.61 
3147.42 
3140.33 
2646.26 
2321.86 
2003.43 
1367.26 
1815.23 
1636.98 
1350.57 
923.20 
918.13 
766.90 
• 616.78 
522.65 
395.51 
334.43 
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12. 



INITIATION/TERMINATION REFERENCE 



6/6.1 



1 INITIATION POSITION 



5 



i TERMINATION POSITION 



514 1399 3946 



10 



15 



20 



25 



30 



3 a. 



FRAME 1 ***** 










• .187 


211 


262 


292 


331 


379 


{ 430 


553 


568 


583 


652 


694 


700 


727 


754 


766 


778 


820 


} 871 


874 


880 


991 


1111 


1180 


j 1186 


1255 


1270 


1303 


1363 


1369 


1396 


1432 


1495 


1678 


1699 


1735 




| 1768 


1789 


1792 


1822 


1987 


2014 




2146 


2173 


2233 


2272 


2356 


2425 




2431 


2479 


2536 


2566 


2581 


2626 




2647 


2812 


2920 


2923 


2977 


2989 




3016 


3052 


3076 


3202 


3229 


3235 




3247 


3274 


3280 


3355 


3367 


3424 




3505 


3523 


3544 


3565 


3649 


3652 




3700 


3718 


3730 


3760 


3769 


3778 




3805 


3808 


3922 


3928 


3940 


4042 




4069 


4078 


4087 


4102 


4123 


4258 


i 


4306 


4438 


4495 


4621 


4657 


4675 


j 4684 


4816 











TOTAL 



' TOTAL 



104 



***** FRAME 2 ***** 
203 863 896 1115 1139 1172 ' 17 26 
1685 1730 2378 2495 2621 2642 245 
3569 3875 4427 4778 



449 
746 
842 
2261 
3323 
3986 
4184 



278 
470 
749 
1142 
2393 
3530 
4034 
4187 



j 4220 4334 
| 4532 4535 



59 
299 
530 
782 
1166 
2498 
3881 
4049 
4190 
4397 
4533 



62 
347 
578 
797 
1466 
2543 
3968 
4052 
4193 
4433 
4742 



1 TOTAL : 



-+■ 



110 
3S0 
626 
800 
1781 
2837 
3977" 
4082 
4202 
4502 
4859 



164 
404 
719 
839 
1994 
2945. 
3983 
4157 
4211 
4529 
4862 



16 



1 TOTAL 



66 



870 



***** FRAME 3 ' 
87J 1002 -1269 12S7 1362 } 372 

}?e? W 1 1300 2172 2646 311-1 ! 864 
3153 3639 3675 3699 3816 4716 ' 1575 



459 


522 


543 


639 


723 


1044 


1173 


1200 


1380 


1563 


1614 


1662 


16S6 


1707 


1752 


1872 • 


1896 


1923 • 


1953 


2007 


2097 


2139 


2160 


2166 


2244 


2319 


2379 


2457 


2508 


2571 


2G67 


2865 


3069 


3111 


3159 


3330 


3351 


3450 


3465 


3477 


3540 


3597 


3681 


3690 


3705 


3876 


•4266 


4284 


4779 


480!) 



TOTAL 



13 



1 TOTAL : 
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MOLECULAR WEIGHT *** 



6/6.2 



i START END MOLECULAR WEIGHT i NO. START 



END MOLECULAR WEIGHT 



***** 



514 


553 


1629.87 


1399 


1432 


1344.47 


3946 


4042 


3550.03 






***** 


203 


245 


1707.87 


863 


1142 


10853.68 


896 


1142 


9431.19 


1115 


1142 


1115.33 


1139 


1142 


149.21 


1172 


1466 


11262.47 


1685 


1781 


3768.36 


1730 


1781 


1988.33 


2378 


2393 


656.78 


2495 


2498 


149.21 


2621 


2837 


7747.28 


2642 


2837 


6866.30 


3569 


3881 


11635.17 


3875 


3881 


277.38 


4427 


4433 


246.32 


4778 


4859 


3218.74 



FRAME 1 ***** 

j 1 3946 4042 

| 2 514 553 

! 3 1399 1432 



3550.03 
1629.87 
1344.47 



10 



15 



20 



25 



30 



FRAME 2 ***** 



1 


3569 


3881 


11635.17 


2 


1172 


1466 


11262.47 


3 


863 


1142 


10853.68 


4 


896 


1142 


9431.19 


5 


2621 


2837 


7747.28 


6 


2642 


2837 


6866.30 


7 


1685 


1781 


3768.36 


8. 


4778 


4859 


3218.74 


9 


1730 


1781 


1988.33 


.10 


203 


245 


1707.87 


11 


1115 


1142 


1115.33 


12 


2378 


2393 


655.78 


13 


3875 


3881 


277.38 


14 


4427 


4433 


246.32 


15 


1139 


1142 


149.21 


16 


2495 


2498 


149.21 



870 


1044 


6984.76 


873 


1044 


6853.57 


1002 


1044 


1764.94 


1269 


1330 


4059.50 


1287 


1380 


3436.80 


1362 


1380 


748.37 


1542 


1563 


879.86 


1677 


1686 


418.54 


1800 


1872 


2593.86 


2172 


2244 


2682.96 


2646 


2667 


838.92 


3114 


3159 


1826.12 


3153 


3159 


248.34 


3639 


3681 


1629.97 


3675 


3681 


206.26 


3699 


37<15 


236.28 


3816 


3376 


2182.40 


•4716 


4779 


2652.92 



***** p^AME 3 ***** 



1 


870 


1044 


2 


873 


1044 


3 


1269 


1380 


4 


1237 


1380 


5 


2172 


2244 


6 


4716 


477.9 


7 


1800 


1872 


8 


3816 


3876 


9 


3114 


3159 


10 


1002 


1044 


11 


3639 


3681 


12 


1542 


1563 


13 


2646 


2667 


14 


1362 


1380 


15 


1677 


1686 


16 


3153 


3159 


17 


3699 


3705 


18 


3675 


3681 



6984.76 
6353.57 
4059.50 
3436.80 
2682.96 
2652.92 . 
2593.86 
2182.40 
1826.12 
1764.94 
1629.97 
879.86 
838.92 
748.87 
418.54 
248.34 
236.28 . 
206.26 
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